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摘要： 目的　 揭示肾阳虚水肿证的代谢组学。 方法 　 采用 “阿霉素＋氢化可的松” 复合造模法建立肾阳虚水肿模型

后， ＵＰＬＣ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ 法检测正常组、 肾阳虚水肿模型组、 阳性药组大鼠尿液代谢物， 在主成分分析和正交偏最小二

乘判别分析的基础上， 筛选出与肾阳虚水肿模型相关的生物标志物。 然后， 通过 ＭｅＶ 软件对标志物水平进行热度图

绘制， 结合 ＭＢＲｏｌｅ、 ＫＥＧＧ 等在线数据库进行通路富集分析和代谢网络构建。 结果　 共鉴定了 ４０ 个生物标志物， 有

３ 条显著相关的代谢通路 （苯丙氨酸代谢、 色氨酸代谢、 嘧啶代谢）。 在肾阴虚、 阳虚水肿证共有标志物中， 苯乙酰

甘氨酸等 ７ 种代谢物变化趋势相同， ４， ６⁃二羟基喹啉等 １０ 种代谢物变化趋势相反。 结论　 肾阳虚水肿模型大鼠体内

多种代谢紊乱与其肾脏功能损伤、 水肿发生、 耗竭症状、 免疫功能紊乱密切相关， 而肾阴虚、 阳虚水肿模型在动物形

态、 免疫功能紊乱中的差异可能与色氨酸、 嘧啶、 组氨酸代谢紊乱有关。
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　 　 《素问·调逆论》云： “肾者， 水脏， 主津

液” ［１］， 肾接纳津液后分清与浊， 清者蒸腾向上达

于肺而濡养全身， 浊者气化向下注入膀胧而排出体

外， “肾主水” 异常会导致机体水液代谢失调， 进

而形成水肿［２］。 在正常生理状态下， 机体之肾阴

与肾阳相对平衡， 故无论是肾阴还是肾阳亏竭， 均

会导致 “肾主水” 之功能异常， 从而引起机体水

液代谢障碍， 并诱发水肿， 肾阴亏虚则阴虚火旺、
代谢亢进， 而肾阳亏虚则阳气不足、 代谢滞缓。

课题组前期已经通过 “阿霉素＋甲状腺片” 的

复合造模法建立肾阴虚水肿模型［３］， 并进行相关

代谢组学研究， 得到其代谢轮廓特征、 相关生物标

志物、 受干扰的代谢通路和网络［４］； 本实验拟采

用 “阿霉素＋氢化可的松” 复合造模法建立肾阳虚

水肿模型［５］， 以期从代谢组学的角度初步揭示其

发病机理， 并通过比较病理变化、 代谢异常、 共有

标志物水平在肾阴虚、 阳虚水肿模型中变化趋势的

异同， 筛选出可用于区分 ２ 种证型的潜在生物标志

物， 从而为中医辩证研究提供新思路。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＤ 大鼠， 体质量 １８０ ～ ２２０ ｇ， 雄性，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司， 许可证

号 ＳＣＸＫ （京） ２０１２⁃０００１， 均饲养于 （２０±２）℃、
相对湿度 （６０±１０）％ 的清洁级动物实验室内， 昼
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夜交替， 自由摄食饮水。
１􀆰 ２　 试药　 阿霉素注射粉末 （山西普德药业股份

有限公司， 批号 ０２１６０１０３）； 氢化可的松注射液

（上 海 现 代 哈 森 药 业 股 份 有 限 公 司， 批 号

１５０２１３２）； 桂附地黄丸 （北京同仁堂科技发展股

份有限公司制药厂， 批号 １５０５０６３０）。 ０􀆰 ９％ 生理

盐水 （ 河 南 科 伦 药 业 有 限 责 任 公 司， 批 号

Ｈ２０００３４３８）； 乙腈为色谱纯 （美国 Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ
公司）； 甲酸为质谱纯 （美国 Ａｎａｑｕａ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
Ｓｕｐｐｌｙ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ｍａＸｉｓ ＨＤ 四级杆⁃飞行时间质谱 （德
国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）； Ｄｉｏｎｅｘ ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ 超高效液相

色谱仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ｉＭａｒｋ 酶标

仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 格式）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组与造模 　 ３０ 只大鼠适应性喂养 １ 周后，
随机分成正常组 （８ 只） 和造模组 （２２ 只）， 其中

造模组大鼠第 １ 天尾静脉注射 ４ ｍｇ ／ ｋｇ 阿霉素， 第

８ 天尾静脉注射 ３􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 阿霉素， 同时开始腹腔

注射氢化可的松， 连续 １５ ｄ， 造模结束后将成模大

鼠分成肾阳虚水肿模型组和阳性药组。 正常组、 模

型组大鼠给予蒸馏水 （１ ｍＬ ／ １００ ｇ）， 而阳性药组

大鼠给予桂附地黄丸混悬液 （４􀆰 ３８ ｍｇ ／ ｋｇ）。
２􀆰 ２　 样品采集与处理　 代谢笼收集各组大鼠 ２４ ｈ
尿液， １０％ 水合氯醛麻醉后腹主动脉取血， 分别收

集血清、 血浆， 置于－８０ ℃ 超低温冰箱中冷冻保

存。 进样前， 尿液在冰水浴下解冻， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 将 １ ｍＬ 上清液与 ３ 倍量乙腈混合后

涡旋 ６０ ｓ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｍ 再离心 １０ ｍｉｎ， 吸取适量

上清液于进样瓶中， 进行 ＵＰＬＣ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析。
２􀆰 ３　 一般状况观察与生化指标检测　 观察大鼠的

身体状态和一般行为特征， 同时检测各组大鼠尿蛋

白及 血 中 环 磷 酸 腺 苷 （ ｃＡＭＰ ）、 环 磷 酸 鸟 苷

（ｃＧＭＰ）、 肌酐、 尿素氮、 白蛋白水平， 进而对肾

阳虚水肿模型的建立进行评价。
２􀆰 ４　 液质分析条件

２􀆰 ４􀆰 １　 色谱条件 　 色谱分离采用 ＡｃｃｌａｉｍＴＭ ＲＳＬＣ
１２０ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， ２􀆰 ２ μｍ）； 进样

量 ２ μＬ； 体积流量０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 流动

相 ０􀆰 １％ 甲酸⁃水（Ａ） 和乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～
１ ｍｉｎ， ２ ～ １０％ Ｂ； １ ～ ９ ｍｉｎ， １０ ～ ２０％ Ｂ； ９ ～
１６ ｍｉｎ， ２０～３０％ Ｂ； １６～２０ ｍｉｎ， ３０～９８％ Ｂ）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 质谱条件 　 电喷雾离子化源 （ＥＳＩ）， 正、
负离 子 源 模 式 下 毛 细 管 电 压 分 别 为 ３ ５００、

３ ２００ Ｖ； 质量扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０～１ ５００； 雾化气压、
干燥气温度和干燥气体积流量分别为 ２００ ｋＰａ、
２３０ ℃和 ８ Ｌ ／ ｈ。
２􀆰 ５　 代谢轮廓分析 　 利用 Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ 配套软件

Ｄａｔａ Ａｎａｌｙｓｉｓ ２􀆰 １ 对原始谱图数据进行滤噪、 校正

和峰对齐， 将处理后的数据在 Ｐｒｏｆｉｌｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ 软件

中打开， 进行归一化处理和 ｂｕｃｋｅｔ 列表生成， 再

将 ｂｕｃｋｅｔ 列表导入 ＳＩＭＣＡ⁃Ｐ １３􀆰 ０ 软件进行主成分

分析 （ＰＣＡ）， 所得 ＰＣＡ 得分散点图可直观反映各

实验组大鼠之间的代谢轮廓差异［６］。
２􀆰 ６　 生物标志物筛选与鉴定　 在主成分分析基础

上进行正交偏最小二乘判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）， 生

成 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图、 Ｓ⁃ｐｌｏｔ 散点图、 ＶＩＰ 列

表， 利用 ｔ 检验 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 和 ＶＩＰ 值 （ＶＩＰ＞１􀆰 ５）
对潜在生物标志物进行初步筛选， 结合 Ｍｅｔｌｉｎ、
ＨＭＤＢ、 ＫＥＧＧ 等在线数据库作进一步地鉴别。 最

后， 通过 ＭｅＶ 软件绘制生物标志物水平量化处理

结果的热度图。
２􀆰 ７　 代谢通路富集分析与网络构建　 将潜在生物

标志物导入 ＭＢＲｏｌｅ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｓｂｇ． ｃｎｂ．
ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｍｂｒｏｌｅ２） 进行代谢通路富集分析， 获得显

著受到干扰的代谢通路， 再结合 ＫＥＧＧ （ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｋｅｇｇ． ｊｐ ／ ） 等在线数据库的相关信息构建肾

阳虚水肿模型受干扰的代谢网络。
３　 结果与讨论

３􀆰 １　 一般状况与生化指标　 模型组大鼠出现脱毛、
毛色无光、 牙齿脱落、 不爱动、 怕冷、 便溏等肾阳

虚症状， 而给予阳性药后上述症状均得到显著改

善［７］。 血中 ｃＡＭＰ、 ｃＧＭＰ 水平及比值变化是区分

肾阴虚、 阳虚证的关键指标［３］， 表 １ 显示， 与正常

组比较， 肾阳虚水肿模型组大鼠 ｃＡＭＰ 水平显著降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）、 ｃＧＭＰ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
两者比值降低， 而给予阳性药后比值显著升高， 表

明造模成功［８⁃９］。 血肌酐和尿素氮能客观地反映肾

小球滤过率， 是临床上评估肾功能损伤的常规指

标［１０］， 表 １ 显示， 肾阳虚水肿模型组大鼠血肌酐、
尿素氮、 尿蛋白水平较正常组均显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 同时出现低蛋白血症， 而给予阳

性药后各项指标均得到不同程度的改善， 表明大鼠

肾功能受损并伴有水肿症状。
３􀆰 ２　 代谢轮廓　 对尿液分析条件进行优化后， 得

到具有最优分离度和峰形的基峰色谱图， 见图 １。
图 ２Ａ 显示， 正常组、 肾阳虚水肿模型组样品

在 ＰＣＡ 得分散点图中各自聚为一类， ２ 组分离趋
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　 　 　 　 表 １　 ３ 组生化指标比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
ｃＡＭＰ ／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
ｃＧＭＰ ／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
尿蛋白 ／

（ｍｇ·２４ ｈ－１）
白蛋白 ／
（ｇ·Ｌ－１）

肌酐 ／
（μｍｏｌ·Ｌ－１）

尿素氮 ／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

正常组 ３５􀆰 ４０±１􀆰 ０１ １０􀆰 ７２±０􀆰 ７４ ６􀆰 ２０±１􀆰 ８８ ３２􀆰 ８１±１􀆰 ８２ ２９􀆰 １７±５􀆰 ９８ ５􀆰 ７８±０􀆰 ４２
肾阳虚水肿模型组 ２７􀆰 ８４±２􀆰 ４１∗∗ １１􀆰 ８４±０􀆰 ８９∗ ２１２􀆰 ２１±９１􀆰 ００∗∗ ２３􀆰 ２０±０􀆰 ６６∗∗ ５０􀆰 ７７±４􀆰 ０８∗∗ ７􀆰 ２０±０􀆰 ９２∗

阳性药组 ２８􀆰 ３２±２􀆰 ６３ ９􀆰 ４５±０􀆰 ８７＃＃ １７５􀆰 ０７±５３􀆰 ２９ ２３􀆰 ５８±０􀆰 ９１ ３４􀆰 ０５±５􀆰 ９６＃＃ ５􀆰 ４４±０􀆰 ６９＃＃

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与肾阳虚水肿模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 尿液基峰色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ

势明显， 表明模型大鼠体内代谢水平发生明显波

动， 偏离正常状态。 图 ２Ｂ 显示， 阳性药组样本点

与正常组聚为一类， 进一步确认造模成功。
３􀆰 ３　 肾阳虚水肿模型相关生物标志物 　 图 ２Ｃ 显

示， 正常组、 肾阳虚水肿模型组样品在 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ
得分散点图中明显分离， 与其对应的 Ｓ⁃Ｐｌｏｔ 散点图

（图 ２Ｄ） 中菱形标志为 Ｐ＜０􀆰 ０５ 且 ＶＩＰ＞１􀆰 ５ 的代谢

物， 距离原点越远的代谢物对组间差异贡献度越

大。 结合 ＨＭＤＢ、 ＫＥＧＧ 等在线数据库， 最终鉴定

４０ 个相关生物标志物， 其中负源模式下 ２１ 个， 正

源模式下 １９ 个， 见表 ２。 图 ３ 显示， 与正常组比

较， 肾阳虚水肿模型组标志物水平有 ２１ 个呈上调

变化， １９ 个呈下调变化。
３􀆰 ４　 肾阳虚水肿模型相关代谢通路　 将表 ２ 生物

标志物导入 ＭＢＲｏｌｅ 数据库进行代谢通路得富集分

注： 圆圈为正常组， 正方形为肾阳虚水肿模型组， 三角形为阳性药组

图 ２　 样品散点图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ２　 肾阳虚水肿模型相关生物标志物

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｌｅｖａｎｔ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｅｄｅｍａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

离子源 序号 ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ 代谢物 化学式 相对分子质量
ＥＳＩ－ １ ｉｎｄｏｘｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ 硫酸吲哚酚 Ｃ８Ｈ７ＮＯ４Ｓ ２１３􀆰 ００９ ６

２ ｐ⁃ｃｒｅｓｏｌ ｓｕｌｆａｔｅ 硫酸对甲酚 Ｃ７Ｈ８Ｏ４Ｓ １８８􀆰 ０１４ ３
３ ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｉｎｅ 苯乙酰甘氨酸 Ｃ１０Ｈ１１ＮＯ３ １９３􀆰 ０７３ ９
４ ４⁃ｐｙｒｉｄｏｘｉｃ ａｃｉｄ ４⁃吡哆酸 Ｃ８Ｈ９ＮＯ４ １８３􀆰 ０５３ ２
５ ２⁃ｏｘｏｂｕｔａｎｏａｔｅ ２⁃氧桥丁酸 Ｃ４Ｈ６Ｏ３ １０２􀆰 ０３１ ７
６ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｖａｌｉｎｅ Ｎ⁃乙酰缬氨酸 Ｃ７Ｈ１３ＮＯ３ １５９􀆰 ０８９ ５
７ ｕｒａｃｉｌ 尿嘧啶 Ｃ４Ｈ４Ｎ２Ｏ２ １１２􀆰 ０２７ ３
８ ３⁃ｄｅｈｙｄｒｏｑｕｉｎａｔｅ ３⁃脱氢奎尼酸 Ｃ７Ｈ１０Ｏ６ １９０􀆰 ０４７ ７
９ ２⁃ａｍｉｎｏ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈｏｎｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ ２⁃氨基⁃３⁃磷羧基丙酸 Ｃ３Ｈ８ＮＯ５Ｐ １６９􀆰 ０１４ ０
１０ ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ 乙醛 Ｃ２Ｈ４Ｏ ４４􀆰 ０２６ ２
１１ ２⁃ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ α⁃酮戊二酸 Ｃ５Ｈ４Ｏ５ １４４􀆰 ００５ ９
１２ ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ 苯乙酸 Ｃ８Ｈ８Ｏ２ １３６􀆰 ０５２ ４
１３ ３⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ ３⁃羟基丙戊酸 Ｃ８Ｈ１６Ｏ３ １６０􀆰 １０９ ９
１４ ｕｒｉｄｉｎｅ 尿苷 Ｃ９Ｈ１２Ｎ２Ｏ６ ２４４􀆰 ０６９ ５
１５ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｉｎｄｏｌｅａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ ５⁃羟基吲哚乙醛 Ｃ１０Ｈ９ＮＯ２ １７５􀆰 ０６３ ３
１６ ａｎｉｌｉｎｅ 苯胺 Ｃ６Ｈ７Ｎ ９３􀆰 ０５７ ８
１７ ｉｓｏｖａｌｅｒｉｃ ａｃｉｄ 异戊酸 Ｃ５Ｈ１０Ｏ２ １０２􀆰 ０６８ １
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续表 ２

离子源 序号 ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ 代谢物 化学式 相对分子质量
１８ ｏｒｏｔｉｃ ａｃｉｄ 乳清酸 Ｃ５Ｈ４Ｎ２Ｏ４ １５６􀆰 ０１７ １
１９ ２，５⁃ｄｉｏｘｏｐｅｎｔａｎｏａｔｅ ２，５⁃二氧戊酸 Ｃ５Ｈ６Ｏ４ １３０􀆰 ０２６ ６
２０ ３⁃ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｍａｌａｔｅ ３⁃异丙基苹果酸 Ｃ７Ｈ１２Ｏ５ １７６􀆰 ０６８ ５
２１ ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ 环己烷羧酸 Ｃ７Ｈ１２Ｏ２ １２８􀆰 ０８３ ７

ＥＳＩ＋ １ ｃｙｐｅｒｏｔｕｎｄｏｎｅ 香附酮 Ｃ１６Ｈ２４ ２１６􀆰 １８７ ８
２ ３⁃ｕｒｅｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ３⁃脲基丙酸 Ｃ４Ｈ８Ｎ２Ｏ３ １３２􀆰 ０５３ ５
３ ｉｍｉｄａｚｏｌｅａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ 咪唑乙酸 Ｃ５Ｈ６Ｎ２Ｏ２ １２６􀆰 ０４２ ９
４ １⁃ｍｅｔｈｙｌｈｉｓｔａｍｉｎｅ １⁃甲基组胺 Ｃ６Ｈ１１Ｎ３ １２５􀆰 ０９５ ３
５ （２Ｒ）⁃２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃ｍｅｔｈｙｌｂｕｔａｎｅｎｉｔｒｉｌｅ （２Ｒ）⁃２⁃羟基⁃２⁃甲基丁腈 Ｃ５Ｈ９ＮＯ ９９􀆰 ０６８ ４
６ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｋｙｎｕｒｅｎａｍｉｎｅ ５⁃羟基犬尿胺 Ｃ９Ｈ１２Ｎ２Ｏ２ １８０􀆰 ０８９ ９
７ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ 肌酐 Ｃ４Ｈ７Ｎ３Ｏ １１３􀆰 ０５８ ９
８ ｈｏｍｏｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ 高柠檬酸 Ｃ７Ｈ１０Ｏ７ ２０６􀆰 ０４２ ７
９ ４，６⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ４，６⁃二羟基喹啉 Ｃ９Ｈ７ＮＯ２ １６１􀆰 ０４７ ７
１０ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ 孕酮 Ｃ２１Ｈ３０Ｏ２ ３１４􀆰 ２２４ ６
１１ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ ４⁃羟基苯甲醛 Ｃ７Ｈ６Ｏ２ １２２􀆰 ０３６ ８
１２ ３⁃ｍｅｔｈｙｌｄｉｏｘｙｉｎｄｏｌｅ ３⁃甲基二羟基吲哚 Ｃ９Ｈ９ＮＯ２ １６３􀆰 ０６３ ３
１３ ２⁃ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｍｉｄｅ ２⁃苯乙酰胺 Ｃ８Ｈ９ＮＯ １３５􀆰 ０６８ ４
１４ ｋｙｎｕｒｅｎｉｃ ａｃｉｄ 犬尿喹啉酸 Ｃ１０Ｈ７ＮＯ３ １８９􀆰 ０４２ ６
１５ ３⁃ｍｅｔｈｙｌｃｒｏｔｏｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ ３⁃甲基巴豆酰甘氨酸 Ｃ７Ｈ１１ＮＯ３ １５７􀆰 ０７３ ９
１６ ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ 亚油酸 Ｃ１８Ｈ３２Ｏ２ ２８０􀆰 ２４０ ２
１７ ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃ｃａｒｂｏｘａｌｄｅｈｙｄｅ 吲哚⁃３⁃甲醛 Ｃ９Ｈ７ＮＯ １４５􀆰 ０５２ ８
１８ ３⁃ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅ ３⁃甲基鸟嘌呤 Ｃ６Ｈ７Ｎ５Ｏ １６５􀆰 ０６５ １
１９ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ Ｎ⁃甲基烟酰胺 Ｃ７Ｈ８Ｎ２Ｏ １３６􀆰 ０６３ ７

图 ３　 生物标志物热度图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｈｅａｔｍａｐ ｆｏｒ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

析， 结果见表 ３， 可知大鼠体内受到显著干扰的代

谢通路有苯丙氨酸代谢、 色氨酸代谢、 嘧啶代谢。
表 ３　 肾阳虚水肿模型相关代谢通路

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｌｅｖａｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ｅｄｅｍａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

代谢途径 Ｐ 值 相关代谢物

苯丙氨酸代谢 １􀆰 ８０×１０－４ 苯乙酰甘氨酸、乙醛、苯乙酸、 ２⁃苯乙
酰胺

色氨酸代谢 １􀆰 ３３×１０－４
５⁃羟基吲哚乙醛、５⁃羟基犬尿胺、４，６⁃二
羟基喹啉、３⁃甲基二氧化吲哚、犬尿喹
啉酸

嘧啶代谢 ４􀆰 ７３×１０－４ 尿嘧啶、尿苷、乳清酸、３⁃脲基丙酸

３􀆰 ５　 肾阳虚水肿模型相关代谢网络　 在代谢通路

富集分析的基础上， 结合 ＫＥＧＧ 在线数据库中色

氨酸代谢、 苯丙氨酸代谢、 丙酮酸代谢、 组氨酸代

谢、 嘧啶代谢等相关通路信息， 构建肾阳虚水肿模

型大鼠体内受干扰的代谢网络， 见图 ４， 可知受干

扰的苯丙氨酸代谢、 色氨酸代谢、 嘧啶代谢、 组氨

酸代谢之间通过丙酮酸代谢相互关联， 且这些代谢

紊乱与肾阳虚水肿证的病理变化密切相关。
３􀆰 ５􀆰 １　 苯丙氨酸代谢紊乱与肾脏毒素蓄积　 图 ３～
４ 显示， 肾阳虚水肿模型大鼠尿液中乙醛、 苯乙酸

水平上调， 苯乙酰甘氨酸、 硫酸对甲酚水平下调，
表明大鼠体内有苯丙氨酸代谢紊乱； 大鼠尿液中硫

酸对甲酚、 硫酸吲哚酚水平下调， 表明两者在大鼠

体内存在蓄积。 硫酸对甲酚和硫酸吲哚酚均为氨基

酸的肠道微生物代谢产物， 并具有肾脏毒性， 可引

起肾脏损伤， 加重肾脏功能不全［４，１１］， 可知大鼠体

内苯丙氨酸代谢紊乱与其肾脏毒素蓄积、 肾功能损

伤、 水肿发生密切相关。
５３５１
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图 ４　 肾阳虚水肿模型受干扰代谢网络

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｅｄｅｍａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

３􀆰 ５􀆰 ２　 色氨酸代谢紊乱　 色氨酸代谢在行为、 情

绪、 生长、 免疫应答的调节过程中均发挥关键作

用［１２］， 其主要途径为犬尿氨酸途径和 ５⁃羟色胺途

径［４］。 图 ４ 显示， 肾阳虚水肿模型大鼠体内色氨酸

代谢异常主要集中在 ５⁃羟色胺途径， 其 ２ 个下游代

谢物 ５⁃羟基吲哚乙醛和 ５⁃羟基犬尿胺在尿液中的

水平均下调， 表明其水平呈上调变化。 ５⁃羟色胺可

参与调节行为、 睡眠、 饮食、 体温等多种生理及代

谢机能［１３］， 当其水平较高时容易出现反射亢进、
发汗、 恶寒、 振颤、 腹泻、 协调运动障碍等症

状［１４］， 由此推测， 大鼠出现的一系列耗竭现象

（如活动减少、 体重下降、 蜷缩、 拱背、 畏寒、 腹

泻等） 可能与其水平上调有密切关联。
３􀆰 ５􀆰 ３　 组氨酸、 精氨酸和嘧啶代谢紊乱　 图 ４ 显

示， 肾阳虚水肿模型大鼠体内显著受到干扰的代

谢通路还有组氨酸代谢、 精氨酸代谢、 嘧啶代

谢， 三者均与机体的免疫调节密切相关［４，１５］ ， 故

其发生紊乱时势必引发肾阳虚水肿模型大鼠免疫

机能下降。
３􀆰 ６　 肾阳虚、 阴虚水肿模型比较　 课题组前期已

经通过 “阿霉素＋甲状腺片” 复合造模法建立肾阴

虚水肿模型， 并进行相关代谢组学研究， 得到肾阴

虚水肿模型的代谢轮廓特征、 相关生物标志物、 受

干扰的代谢通路和代谢网络［４］。 表 ４ 显示， 苯乙酰

甘氨酸、 硫酸对甲酚、 乙醛、 苯乙酸、 硫酸吲哚

酚、 α⁃酮戊二酸、 肌酐在 ２ 种模型中的变化趋势相

同， 主要代谢通路为与肾脏功能损伤、 水肿发生密

切相关的苯丙氨酸代谢； ４， ６⁃二羟基喹啉、 ３⁃甲
基二氧化吲哚、 ５⁃羟基吲哚乙醛、 ５ 羟基犬尿胺、
尿嘧啶、 尿苷、 乳清酸、 ３⁃脲基丙酸、 １⁃甲基组

胺、 咪唑乙酸在 ２ 种模型中的变化趋势相反， 主要

代谢通路为与肾阴虚、 阳虚证密切相关的色氨酸代

谢， 以及与免疫功能紊乱密切相关的组氨酸代谢和

嘧啶代谢。
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表 ４　 肾阴虚、 阳虚水肿模型共有生物标志物

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｓｈａｒｅｄ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｅｄｅｍａ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ Ｋｉｄｎｅｙ Ｙｉｎ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
序号 共有生物标志物 代谢通路 肾阴虚水肿模型组 肾阳虚水肿模型组 ２ 种模型中的变化趋势

１ 苯乙酰甘氨酸 苯丙氨酸代谢 ↓ ↓ 相同

２ 硫酸对甲酚 苯丙氨酸代谢 ↓ ↓ 相同

３ 乙醛 苯丙氨酸代谢 ↑ ↑ 相同

４ 苯乙酸 苯丙氨酸代谢 ↑ ↑ 相同

５ 硫酸吲哚酚 色氨酸代谢 ↓ ↓ 相同

６ α⁃酮戊二酸 柠檬酸循环 ↓ ↓ 相同

７ 肌酐 精氨酸和脯氨酸代谢 ↑ ↑ 相同

８ ４，６ 二羟基喹啉 色氨酸代谢 ↓ ↑ 相反

９ ３⁃甲基二氧化吲哚 色氨酸代谢 ↓ ↑ 相反

１０ ５⁃羟基吲哚乙醛 色氨酸代谢 ↑ ↓ 相反

１１ ５⁃羟基犬尿胺 色氨酸代谢 ↑ ↓ 相反

１２ 尿嘧啶 嘧啶代谢 ↑ ↓ 相反

１３ 尿苷 嘧啶代谢 ↓ ↑ 相反

１４ 乳清酸 嘧啶代谢 ↓ ↑ 相反

１５ ３⁃脲基丙酸 嘧啶代谢 ↓ ↑ 相反

１６ １⁃甲基组胺 组氨酸代谢 ↓ ↑ 相反

１７ 咪唑乙酸 组氨酸代谢 ↑ ↓ 相反

　 　 注：↑、↓分别为代谢物与正常组比较在 ２ 种模型中的上调、下调

４　 结论

肾阳虚水肿模型大鼠体内苯丙氨酸代谢、 色氨

酸代谢、 组氨酸代谢、 精氨酸代谢、 嘧啶代谢等多

条通路受到明显干扰， 与大鼠肾脏功能损伤、 水肿

发生、 耗竭症状、 免疫功能紊乱均密切相关。 肾阴

虚、 阳虚水肿模型中存在的肾脏功能损伤、 水肿情

况与 ２ 种模型中类似的苯丙氨酸代谢紊乱有关； 两

者之间迥异的动物状态 （肾阴虚动物之躁动、 易

惊、 进食减少， 肾阳虚动物之耗竭） 和免疫功能

紊乱情况则主要与模型中波动趋势相反的色氨酸、
嘧啶、 组氨酸代谢紊乱有关， 初步确定 ４， ６⁃二羟

基喹啉、 ３⁃甲基二氧化吲哚、 ５⁃羟基吲哚乙醛、
５⁃羟基犬尿胺、 尿嘧啶、 尿苷、 乳清酸、 ３⁃脲基丙

酸、 １⁃甲基组胺、 咪唑乙酸等 １０ 种代谢物可作为

区分肾阴虚、 阳虚证的潜在生物标志物。 然而， 本

研究结果仅是基于肾阴虚、 阳虚水肿模型的比较而

初步得出， 还有待于后期补充完善。
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